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Cyclipostine, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung derselben. 

5 Die Erfindung betrifft neue Verbindungen, genannt Cyclipostine, erhaltlich durch 
Kulturvierung von Streptomyces species HAG 004107 (DSM 13381), und deren 
physiologisch vertraglichen Salzen und chemischen Aquivalente. Die Erfindung 
betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung der Cyclipostine, den Mikro- 
organismus HAG 004107 (DSM 13381), die Verwendung der Cyclipostine und deren 

10 physiologisch vertraglichen Salze und chemischen Aquivalente als Arzneimittel, 
insbesondere als Inhibitoren von Lipasen, sowie pharmazeutische Zubereitungen 
mit einem Gehalt von Cyclipostin oder ein physiologisch vertragliches Salz oder 

^J^Aquivalent davon. 

15 Eine Krankheit, die besonders vorteilhaft mit Lipase Inhibitoren behandelt werden 
kann, ist die Zuckerkrankheit Diabetes mellitus. Der Diabetes mellitus ist eine 
Erkrankung, die durch erhdhte Blutzucker-Konzentrationen aufgrund von 
chronischen Stoffwechselstdrungen gekennzeichnet ist. Die Stoffwechselstorungen 
beruhen auf ein Mangel an Insulin oder herabgesetzter Insulin-Wirkung. Die 

20 fehlende Insulin-Wirkung fuhrt: zu mangelhafter Verwertung der ins Blut 

aufgenommenen Glucose durch die Korperzellen. Dadurch sowie durch Neubildung 
von Glucose aus Proteinen (Gluconeogenese) kommt es zum Anstieg des 
Blutglucosespiegels. Daruber hinaus fuhren bei verringerter Insulin-Wirkung im 
Fettgewebe die Insulin-antagonistischen Hormone, wie das Glucagon, zu 

25 gesteigerten Lipolyse und damit zu erhohten Fettsaure-Konzentrationen im Blut. Es 
kommt zur Ketoacidose, d. h. zur gesteigerten Bildung von Keton-Korpern 
(Acetessigsaure, B-Hydroxybuttersaure, Aceton). Unterakuten Bedingungen ist das 
Ausmali der biochemischen Fehlregulierung lebensbedrohlich und fuhrt, 
unbehandelt, zum diabetischem Koma, schlieftlich zum raschen Tod. Die 

30 Zuckerkrankheit gehort zu den haufigsten chronischen Stoffwechsel-Erkrankungen 
des Menschen, es wird geschatzt, daG> bis uber 3% der Bevolkerung eine 
diabetische oder pradiabetische Disposition aufweisen und damit akut bedroht sind. 
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Deshalb besteht ein grower Bedarf an Mitteln zur Behandlung oder Heilung des 
Diabetes mellitus. 

Die Behandlung der Zuckerkrankheit erfolgt durch Insulingaben, beim Alters- 
5 diabetes, dem sogenannten nicht Insulinabhangigen (NIDDM) oder Typ ll-Diabetes, 
werden zunachst Sulfonylharnstoffe verabreicht Das Wirkpnnzip der Sulfonyl- 
harnstoffe ist eine Vermehrung der Insulinausschuttung der S-Zellen in der Bauch- 
speichelduse um so den Hormonmangel oder die Insulin-Resistenz auszugleichen. 
Bei Fortschreiten der Erkrankung mufi aber ebenfalls Insulin eingesetzt werden. Die 
10 Insulin-Wirkung kann man folgendermaften zusammenfassen. Dieses Peptid- 

Hormon senkt die Konzentration der Glucose im Blut und fuhrt zu einer Steigerung 
anaboler und gleichzeitig zu einer Hemmung kataboler Prozesse: 
^ • Es steigert den Glucose-Transport in die Korperzellen, 

• Es steigert die Glykogenbildung in der Leber und in den Muskeln, 
15 • Es hemmt die Lipolyse, 

• Es steigert die Aufnahme von Fettsauren in das Fettgewebe und 

• Es steigert die Aufnahme von Aminosauren in die Korperzellen sowie die 
Protein-Synthese. 

Einer der starksten Effekte von Insulin ist die Hemmung der Lipolyse. Bei Typ II 
20 Diabetikern greift diese Regulierung der Lipolyse nicht mehr und es kommt zu einem 
erhohten Spiegel an freien Fettsauren im Blut. Freie Fettsauren im Blut stimulieren 
die Gluconeogenese in der Leber und vermindern die Nutzung von Glucose in den 
Skelettmuskeln. Kontrolliert wird die Lipolyse, das heifct die Freisetzung von 
Fettsauren durch die sogenannte Hormonsensitive Lipase (HSL), die sich in den 
25 Fettzellen befindet und von Insulin uber eine Phosphorylierungs-Kaskade gehemmt 
wird. Es waren deshalb Inhibitoren, das hei(3>t Hemmstoffe der HSL wunschenswert, 
die die Insulin-Wirkung simulieren und den Blutfettspiegel zu senken vermogen. 
Solche Agenzien sind geeignet zur Behandlung von Typ ll-Diabetikern zur Kontrolle 
des Fettstoffwechsels, aber auch bei anderen Speicherstoff-Erkrankungen waren 
30 Anwendungen moglich. Aus all diesen Grunden werden neue Inhibitoren der HSL 
und anderer Lipasen dringend benotigt und deshalb gesucht. 
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Es ist uberraschend gefunden worden, daS der Mikroorganismus-Stamm 
Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, hoch wirksame neue Lipase- 
Inhibitoren zu bilden vermag, die die hormonsensitive Lipase noch in sehr geringen 
Konzentrationen hemmen. Die neuen naturlichen Verbindungen sind Organo- 

5 Phosphate, die aus einem zweifachen Ringsystem (Bicyclus) und einer 

substituierten Kohienstoffkette bestehen und die Lipasen spezifisch hemmen. Das 
Ringgerust ist erstmals - nur mit einer Methylgruppe anstelle der Kohienstoffkette - 
als ein Acetylcholin-Estrase - Inhibitor, CGA 134 736, von R. Neumann & H. H. 
Peter in Experientia, Band 43, Seite 1235-1237, 1987 und spater die gleiche 
10 Verbindung, als Cyclophostin bezeichnet, von T. Kurokawa et al. im J. Antibiotics, 
46, 1315-1318, 1993 beschrieben worden. Diese strukturverwandte Verbindung 
weist keine selektive Lipase-hemmende Eigenschaft auf. Die bisher bekannten 

^ Substanzen weisen Nachteile auf, die sich in unbefriedigender Wirkhohe, hoher 
Toxizitat und/oder unerwunschten Nebenwirkungen auftern. 

15 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher Verbindungen der allgemeinen Forme! I 

R 2 



eine Kohlenstoff-Kette mit 2 bis 30 C - Atomen steht, die geradkettig, 

verzweigt, gesattigt oder ungesattigt, carbo- oder heterocyclisch sein kann 

und worin die Kohlenstoff-Kette gegebenenfalls ein- oder zweifach 

substituiert ist durch: 

OH, 

O, 

0-C,-C 6 -Alkyl, worin Alkyl gerade oder verzweigt ist, 
0-C 2 -C 6 -Alkenyl, worin Alkenyl gerade oder verzweigt ist, 
C,-C 6 -Alkyl, worin Alkyl gerade oder verzweigt ist, 



worm 
^ R 1 fur 
20 1. 



1.1 

25 1.2 
1.3 
1.4 
1.5 
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1.6 -Aryl, 

1.7 -C^Ce-Alkylbenzol, 

1.8 -Diphenyl, 

1 .9 -NH-C^Ce-Alkyl, worin Alkyl gerade oder verzweigt ist, 

5 1.10 -NH-C 2 -C 6 -Alkenyl, worin Alkenyl gerade oder verzweigt ist, 

1.11 -NH 2 , 

1.12 =S, 

1.13 -S-C^Cg-Alkyl, worin Alkyl gerade oder verzweigt ist, 

1.14 -S-C 2 -C s -Alkenyl, worin Alkenyl gerade oder verzweigt ist, oder 

10 1.15 Halogen, worin die Substituenten 1.1 bis 1.15 auch noch substituiert sein 
kbnnen, 

• 2. - [-Aryl-(CH 2 ) n ] m steht, worin [-Aryl-(CH 2 ) n ] m unsubstituiert oder ein- oder 
zweifach wie unter 1.1 bis 1.15 beschrieben substituiert ist und n sowie m 

15 unabhangig voneinander ganze Zahlen Null, 1, 2 oder 3 bedeuten; 

R 2 fur 

1 . CVCg-Alkyl, worin Alkyl unsubstituiert oder ein- oder zweifach wie unter 1 1 
bis 1.15 beschrieben substituiert ist , 
20 2. C 2 -C 6 -Alkenyl, worin Alkenyl unsubstituiert oder ein- oder zweifach wie unter 
1.1 bis 1.15 beschrieben substituiert ist, oder 

3. C 2 -C 6 -Alkinyl, worin Alkinyl unsubstituiert oder ein- oder zweifach wie unter 
^ 1.1 bis 1.15 beschrieben substituiert ist, steht, 

25 E fur Phosphor- (P) oder Schwefel- (S) Atom steht, 

X,, X 2 und X 3 unabhangig voneinander fur 

1. -0-, 

2. -NH-, 
30 3. -N=, 

4. -S-, oder 

5. -CH 2 - stehen, 



in alien ihren stereochemischen Formen und Gemische dieser Formen in jedem 
Verhaltnis, sowie deren physiologisch vertraglichen Salzen und chemischen 
Aquivalente. 

Vorzugsweise hat R 1 eine Kettenlange von 6 bis 24 C-Atomen, ganz bevorzugt von 
10 bis 18 C-Atomen. Die Kette kann gesattigt sein, z.B. -Alkyl, worin Alkyl gerade 
Oder verzweigt vorliegen kann, oder ungesattigt, z.B. -Alkenyl oder -Alkinyl, worin 
Alkenyl oder Alkinyl gerade oder verzweigt ist. kann unsubstituiert oder ein- oder 
zweifach, gleich oder verschieden substituiert sein mit Gruppen 1.1 bis 1.15, wie 
oben beschrieben. Bevorzugt sind die Substituenten an den Kohlenstoffatomen 8' 
bis 16', besonders bevorzugt sind die Positionen 10' bis 14'. Die Substituenten 1.1 
bis 1.15 konnen auch noch substituiert sein durch eine oder mehrere Gruppen 
ausgewahlt aus: Alkohol-, Aldehyd-, Acetal-, Ketal-, Ether-, Carboxyl-, Ester-, 
Amino-, Nitril-, Nitro-, Oxim-, Oximether und Halogen. 

Eine carbocyclische Kohlenstoff-Kette mit 2 bis 30 C-Atomen bedeutet eine aus 2 
bis 30-C Atomen bestehende Kette mit einer oder mehreren, vorzugsweise mit 
einem, mit zwei oder mit drei Ringsystemen, die vorzugsweise jeweils aus 4, 5, 6 
oder 7-Kohlenstoffatomen bestehen. Die Ringe konnen mono-, di- oder tricyclisch, 
vorzugsweise monocyclisch, vorliegen und am Anfang, in der Mitte und/oder am 
Ende der Kohlenstoff-Kette positioniert sein. Die Carbocyclen konnen aliphatisch 
oder von aromatischer Natur sein. Beispiele sind: substituierte Diphenyle oder 
Alkylbenzole. 

Eine heterocyclische Kohlenstoff-Kette mit 2 bis 30 C-Atomen bedeutet eine aus 2 
bis 30-C Atomen bestehende Kette mit einer oder mehreren, vorzugsweise mit ein 
bis drei Ringsystemen, bei denen mindestens ein Kohlenstoff-Atom durch Hetero- 
Atome, wie z.B. O, S oder N ersetzt ist. Die Ringe konnen mono- di- oder 
tricyclisch, vorzugsweise monocyclisch, vorliegen und am Anfang, in der Mitte 
und/oder am Ende der Kohlenstoff-Kette positioniert sein. Es konnen vorzugsweise 
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4-, 5-, 6- oder 7-gliedrige Ringe sein, aliphatisch oder von aromatischer Natur. 
Beispiele sind: Alkyl-Piperidine, substituiert oder unsubstituiert. 

Aryl bedeutet einen aromatishen Ring oder Ringsystem mit 6 bis 14, vorzugsweise 
5 6 bis 10 Kohlenstoff Atomen, wie z.B., gegebenenfalls substituiertes Alkyl-Phenol 
oder Aikyl-Naphthol. 

Halogen bedeutet Chlorid, Bromid, Fluorid oder Pseudohalogenide, wie Cyanid 
(Nitril). 

10 

-C^Cp-Alkyl bedeutet ein geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit 1, 2, 3, 4, 5 oder 
6 C-Atomen, wie z.B. Methyl, Ethyl, i-Propyl, tert. Butyl und Hexyl. 

-C 2 -C 6 -A!kenyl bedeutet ein geradkettiges oder verzweigtes Alkenyl mit 2, 3, 4, 5 
15 oder 6 C-Atomen, wie z.B. Allyl, Crotyl und Pentenyl. 

-C 2 -C 6 -Alkinyl bedeutet ein geradkettiges oder verzweigtes Alkinyl mit 2, 3, 4, 5 oder 
6 C-Atomen, wie z.B. Propinyl, Butinyl und Pentinyl. 

20 R 1 steht vorzugsweise fur 

1. -(CH 2 ) 15 CH 3 , 

2. -(CH 2 ) 13 CH(CH 3 ) 2 , 

^ 3. -(CH 2 ) 11 CH(OH)(CH 2 ) 3 CH 3 , 

4. -(CH 2 ) l1 CH(OH)CH 2 CH(CH 3 ) 2 , 

25 5. -(CH 2 ) 12 CH(OH)(CH 2 ) 2 CH 3 , 

6. -(CH 2 ) 13 CH(OH)CH 2 CH 3 , 

7. -(CH 2 ) 14 CH(OH)CH 3 , 

8. -(CH 2 ) 15 CH 2 (OH), 

9. -(CH 2 ) 1S CH 3 oder 
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-(CH 2 ) 1: 




10. 



R 2 steht vorzugsweise fur C-CVAIkyl, insbesondere Methyl oder Ethyl. 

Bevorzugte Verbindungen der Erfindung sind unten angegeben: 
Cyclipostin A der Formel II: 




Cyclipostin A 2 der Formel II A. 




Cyclipostin B der Formel III: 
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Cyclipostin P der Formel VIII: 
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alien ihren stereochemischen Formen und Gemische dieser Formen in jeden 
Verhaltnis, sowie deren physiologisch vertragliche Salze und chemischen 
Aquivalente. 

Die Zahlweise der Kohlenstoff-Atome in den oben genannten Formeln lautet: 



Allein das Ringsystem enthalt zwei asymetrisch substituierte Atome, die C-Atome 3 
und das Phosphor-Atom. Beide Atome konnen in der R- oder in der S-Konfiguration 
vorliegen. Es ist uberraschend gefunden worden, daS der Stamm Streptomyces 
species HAG 004107, DSM 13381, in der Lage ist, jeweils mehrere Stereoisomere 
der Verbindungen der allgemeinen Formel I zu bilden, das hei&t der Stamm 
Verbindungen synthetisiert, bei denen die Atome C3 und P unabhangig 
voneinander die R- oder die S-Konfiguration einnehmen konnen. Isomere mit der 
raumlichen Form am Kohlenstoff(3) in R- und am Phosphor in S- Konfiguration 
kommen in Kulturen des Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, vermehrt 
vor. Formel I A: 





20 



Daneben werden aber auch Cyciipostine mit anderen Konfigurationen, wie (R,R), 
(S,S) oder (S,R) gebildet, die uberraschender Weise ebenfalls betrachtliche Lipase- 
hemmende Wirkungen aufweisen. 
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Die Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz Oder 
chemische Aquivalent davon ist herstellbar indem der Mikroorganismus 
Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, oder einer seiner Varianten oder 
Mutanten unter geeigneten Bedingungen in einem Kulturmedium fermentiert wird, 
5 bis sich eine oder mehrere Verbindungen der allgemeinen Formel I in dem 
Kulturmedium anhaufen und anschlie&end aus dem Kulturmedium isoliert und 
gegebenenfalls in chemische Aquivalente und physiologisch vertragliche Salze 
uberfuhrt werden. 



10 Die erfindungsgemaften Cyclipostine konnen durch Actinomycetales species 
bevorzugt durch Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381 produziert 
werden. Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381 besitzt ein 
P elfenbeinfarbenes Mycel (RAL 1014) und ist durch die fur Streptomyceten 
charakteristischen Conidiophoren gekennzeichnet. 

15 

Ein Isolat wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1B, D 38124 Braunschweig, Deutschland, 
nach den Regeln des Budapester Vertrages am 16. Marz 2000 unter der folgenden 
Nummer hinteriegt: Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381. 

20 

Anstelle des Stammes Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381 konnen 
auch dessen Mutanten und Varianten eingesetzt werden, die eine oder mehrere 
Verbindungen der erfindungsgemaSen Cyclipostine synthetisieren. Solche Mutanten 
konnen in an sich bekannter Weise durch physikalische Mittel, beispielsweise 
25 Bestrahlung, wie mit Ultraviolet- oder Rontgenstrahlen, oder chemische Mutagene, 
wie beispielsweise Ethylmethansulfonat (EMS), 2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenon 
(MOB) oder N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) erzeugt werden. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der 
30 Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon, dadurch gekennzeichnet, 
daft der Mikroorganismus Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, oder 
einer seiner Varianten oder Mutanten unter geeigneten Bedingungen in einem 
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Kulturmedium fermentiert wird, bis sich eine oder mehrere Verbindungen der 
allgemeinen Formel I in dem Kulturmedium anhaufen und anschliefSend aus dem 
Kulturmedium isoliert und gegebenenfalls in chemische Aquivalente und 
physiologisch vertragliche Salze uberfuhrt werden. 

Vorzugsweise wird der Stamm Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, 
seine Mutanten und/oder Varianten in einer Nahrlosung (auch als Kulturmedium 
bezeichnet) mit Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie den ublichen anorganischen 
Salzen fermentiert, bis sich die neuen Cyclipostine in dem Kulturmedium anhaufen, 
anschlieGend werden die Cyclipostine aus dem Kulturmedium isoliert und 
gegebenenfalls in die einzelnen aktiven Komponenten aufgetrennt. 

Die Fermentation wird vorzugsweise unter aeroben Bedingungen durchgefuhrt, sie 
verlauft besonders gut bei einer Temperatur zwischen 18 und 35°C und bei einem 
pH zwischen 6 und 8. 

Das erfindungsgemafte Verfahren kann fur die Fermentation im LabormaSstab 
(Milliliter- bis Literbereich) und fur den industriellen MaBstab (Kubikmetermafcstab) 
eingesetzt werden. Alle Prozentangaben beziehen sich, wenn nichts anderes 
angegeben ist, auf das Gewicht. Mischungsverhaltnisse bei Flussigkeiten beziehen 
sich auf das Volumen, wenn keine anderen Angaben gemacht werden. 

Als bevorzugte Kohlenstoffqueilen fur die aerobe Fermentation eignen sich 
assimilierbare Kohlenhydrate und Zuckeralkohole, wie Glukose, Laktose, 
Saccharose oder D-Mannit sowie kohlenhydrathaltige Naturprodukte, wie z.B. 
Haferflocken, Sojamehl und Malzextrakt. Als stickstoffhaltige Nahrstoffe kommen in 
Betracht: Aminosauren, Peptide und Proteine sowie deren Abbauprodukte, wie 
Peptone oder Tryptone, ferner Fleischextrakte, Hefeextrakte, gemahlene Samen, 
beispielsweise von Mais, Weizen, Bohnen, Soja oder der Baumwollpflanze, 
Destillationsruckstande der Alkoholherstellung, Fleischmehle oder Hefeextrakte, 
aber auch Ammoniumsalze und Nitrate. An anorganischen Salzen kann die 
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Nahrldsung beispielsweise Chloride, Carbonate, Sulfate oder Phosphate der Alkali- 
Oder Erdalkalimetalle, Eisen, Zink, Kobalt und Mangan enthalten. 

Die Bildung der erfindungsgemafien Cyclipostine der Formel II bis VII verlauft 
besonders gut in einem Kulturmedium, das etwa 0,1 bis 5 %, bevorzugt 0,3 bis 3 % 
Haferflocken und Spurenelemente enthalten. Die Angaben in Prozent sind jeweils 
bezogen auf das Gewicht des gesamten Kulturmediums. 

Die bevorzugte Bildung der Cyclipostine der Formel VIII bis X kann besonders gut 
durchgefuhrt werden in Nahrlosungen, die etwa 0,1 bis 5 %, bevorzugt 0,3 bis 2 % 
Glycerin und 0,2 bis 5 %, bevorzugt 0,5 bis 3 % Sojameh! und 0,05 bis 1,0 g/l, 
bevorzugt 0,1 bis 1,0 g/l Natriumchlorid enthalten. 

In dem Kulturmedium bildet Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, ein 
Gemisch aus Cyclipostinen. Je nach Zusammensetzung des Kulturmediums kann 
der mengenma&ige Anteil eines oder mehrerer der erfindungsgemaften Cyclipostine 
variieren. AuCerdem kann durch die Medienzusammensetzung die Synthese 
einzelner cyclipostine gesteuert werden, so daft eines oder auch mehrere der 
Cyclipostine gar nicht bzw. in einer Menge unterhalb der Nachweisgrenze vom 
Mikroorganismus hergestellt werden. 

Vorzugsweise enthalt die Kultur ein nachweisbares Cyclipostin. Bevorzugt werden 
die Cyclipostine A oder P oder P 2 gebildet 

Neben den Cyclipostinen A bis S (Verbindungen der Formel II bis X) werden in dem 
Kulturmedium des Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, weitere 
verwandte Verbindungen gebildet, die sich durch veranderte Reste R 1 und R 2 von 
den in den Formeln II bis X wiedergegebenen Verbindungen unterscheiden. In 
kleineren Mengen wurden Cyclipostine der Molmasse 430 nachgewiesen, die einen 
auf C 15 verkurzten Rest R 1 aufwiesen. Auch Oxidations- (Hydroxylierungs-)produkte 
dieser Nebenkomponenten sind in Kulturen des Streptomyces HAG 004107, DSM 
13381, nachweisbar. 
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Die Kultivierung des Mikroorganismus erfolgt aerob, also beispielsweise submers 
unter Schutteln oder Ruhren in Schuttelkolben oder Fermentern, gegebenenfalls 
unter Einfuhren von Luft oder Sauerstoff. Sie kann in einem Temperaturbereich von 
etwa 18 bis 35°C, vorzugsweise bei etwa 25 bis 32°C, insbesondere bei 26 bis 30°C 
durchgefuhrt werden. Der pH-Bereich sollte zwischen 6 und 8 liegen, vorzugsweise 
zwischen 6,5 und 7,8. Man kultiviert den Mikroorganismus unter diesen 
Bedingungen im allgemeinen uber einen Zeitraum von 24 bis 300 Stunden, 
vorzugsweise 30 bis 90 Stunden. 

Vorteilhaft kultiviert man in mehreren Stufen, d. h. man stellt zunachst eine oder 
mehrere Vorkulturen in einem flussigen Kulturmedium her, die dann in das 
eigentliche Produktionsmedium, die Hauptkultur, beispielsweise im Volumen- 
verhaltnis 1:10, uberimpft werden. Die Vorkultur erhalt man, z.B., indem man ein 
Mycel in eine Nahrlosung uberimpft und etwa 36 bis 120 Stunden, bevorzugt 48 bis 
96 Stunden, wachsen la&t. Das Mycel kann beispielsweise erhalten werden, indem 
man den Stamm etwa 3 bis 40 Tage, bevorzugt 4 bis 10 Tage, auf einem festen 
oder flussigen Nahrboden, beispielsweise Malz-Hefe-Agar oder Haferflocken-Agar 
wachsen la&t. 

Der Fermentationsverlauf kann anhand des pH-Wertes der Kulturen oder des 
Mycelvolumens sowie durch chromatographische Methoden, wie z.B. 
Dunnschichtchromatographie oder High Pressure Liquid Chromatography oder 
Ausprufen der biologischen Aktivitat uberwacht werden. Die erfindungsgemaSen 
Cyclipostine sind im Mycel, zum keineren Teil auch im Kulturfiltrat enthalten. Das im 
folgenden beschriebene Isolierungsverfahren dient zur Aufreinigung der 
erfindungsgemaSen Cyclipostine, vorzugsweise zur Aufreinigung der Cyclipostine A 
und P. 

Die Isolierung bzw. Aufreinigung der erfindungsgemaSen Cyclipostine aus dem 
Kulturmedium erfolgt nach bekannten Methoden unter Berucksichtigung der 
chemischen, physikalischen und biologischen Eigenschaften der Naturstoffe. Zum 
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Testen der Cyclipostin-Konzentration im Kulturmedium oder in den einzelnen 
Isolierungsstufen kann die Dunnschichtchromatographie, beispielsweise an 
Kieselgel mit Methylenchlorid-Ethylacetat oder Chloroform-Methanol - Gemischen 
(z. B. im Mengenverhaltnis 98:1) als Laufmittel oder HPLC verwendet werden. Die 
5 Detektion bei der dunnschichtchromatographischen Auftrennung kann 

beispielsweise durch Farbereagentien wie Molybdatophosphorsaure oder J 2 -Dampf 
erfolgen, wobei die Menge der gebildeten Substanz zweckmaftig mit einer 
Eichlosung verglichen wird. 



10 Zur Isolierung der erfindungsgemaften Cyclipostine wird das Mycel zunachst von 
dem Kulturmedium nach den ublichen Verfahren abgetrennt und anschlieftend 
werden die Cyclipostine von der Zellmasse mit einem gegebenenfalls mit Wasser 

^ mischbaren organischen Losungsmittel extrahiert. Die organische Losungsmittel- 
phase enthalt die erfindungsgemafien Cyclipostine, sie werden gegebenenfalls im 

15 Vakuum konzentriert und wie unten beschrieben weiter aufgereinigt. 

Das Kulturfiltrat wird gegebenenfalls mit dem Konzentrat des Mycel-Extraktes 
vereinigt und mit einem geeigneten, mit Wasser nicht mischbarem organischen 
Losungsmittel, zum Beispiel mit n-Butanol, extrahiert. Die anschlie&end abgetrennte 
20 organische Phase wird ggf im Vakuum konzentriert und in 1/30 des ursprunglichen 
Volumens Wasser/Methanol gelost. 



Die weitere Aufreinigung eines oder mehrerer der erfindungsgemaBen Cyclipostine 
erfolgt durch Chromatographie an geeigneten Materialien, vorzugsweise z.B. an 
25 Molekularsieben, an Normal-Phasentrager, wie z. B. Kieselgel, Aluminiumoxid, an 
lonenaustauschern oder an Adsorberharzen bzw. an Umkehr-Phasen (reversed 
phase, RP). Mit Hilfe dieser Chromatographie-Verfahren werden die Cyclipostine 
getrennt. Die Chromatographie der Cyclipostine erfolgt mit organischen 
Losungsmitteln oder mit Gemischen von wassrigen und organischen Ldsungen. 
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Unter Gemischen von wassrigen oder organischen Losungen versteht man alle mit 
Wasser mischbaren organischen Losemittel, vorzugsweise Methanol, Propanol und 
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Acetonitril, in einer Konzentration von 10 bis 100 % Losemittel, vorzugsweise 60 bis 
90 % Losemittel oder auch alle gepufferten wassrigen Losungen, die mit 
organischen Losemitteln mischbar sind. Die zu verwendeten Puffer sind die gleichen 
wie oben angegeben. 

Die Trennung der Cyclipostine aufgrund ihrer unterschiedlichen Polaritat erfolgt mit 
Hilfe der Reversed Phase Chromatographie, beispielsweise an MCI® (Adsorberharz 
von Mitsubishi, Japan) oder Amberlite XAD® (TOSOHAAS), an weiteren 
hydrophoben Materialien, wie zum Beispiel an RP-8- oder RP-18-Phasen. 
AuSerdem kann die Trennung mit Hilfe der Normalphasen-Chromatographie, zum 
Beispiel an Kieselgel, Aluminiumoxyd und ahnlichen erfolgen. 

Die Chromatographie der Cyclipostine erfolgt mit gepufferten oder angesauerten 
waftrigen Losungen oder Gemischen von waGrigen Losungen mit Alkoholen oder 
anderen, mit Wasser mischbaren organischen Losemitteln. Als organisches 
Losemittel wird vorzugsweise Propanol und Acetonitril verwendet. 

Unter gepufferten oder angesauerten waBrigen Losungen versteht man z.B. 
Wasser, Phosphatpuffer, Ammoniumacetat, Citratpuffer in einer Konzentration von 1 
mM bis 0,5 M sowie Ameisensaure, Essigsaure, Trifluoressigsaure oder alien 
handelsublichen, dem Fachmann bekannten Sauren, vorzugsweise in einer 
Konzentration von 0,01 bis 3 %, insbesondere 0,1 %. 

Chromatographiert wird mit einem Gradienten, der mit 100 % waftrigem Puffer 
beginnt und mit 100 % Losemittel endet, vorzugsweise wird ein linearer Gradient 
von 50 bis 100 % 2-Propanol oder Acetonitril gefahren. 

Alternativ kann auch eine Gelchromatographie oder die Chromatographie an 
hydrophoben Phasen erfolgen. 

Die Gelchromatographie wird an Polyacrylamid- oder Mischpolymergelen 
durchgefuhrt, wie z.B. Biogel-P 2® (Fa. Biorad), Fractogel TSK HW 40® (Fa. Merck, 



17 



Deutschland oder Toso Haas, USA) oder an Sephadex® (Fa. Pharmacia, Uppsala, 
Schweden). 

Die Reihenfolge der vorgenannten Chromatographien ist umkehrbar. 

Ein weiterer, sehr wirksamer Reinigungsschritt fur Cyclipostine ist die Kristallisation. 
Die Cyclipostine kristallisieren aus Losungen in organischen Losungsmitteln und aus 
Mischungen von Wasser mit organischen Losungsmitteln. Die Kristallisation wird in 
an sich bekannter Weise, zum Beispiel durch Konzentrieren oder Abkuhlen 
gesattigter Cyclipostin-Losungen, durchgefuhrt. 

Die erfindungsgemaUen Cyclipostine sind im festen oder flussigen Zustand und in 
Losungen im pH-Bereich zwischen 4 und 8, insbesondere 5 und 7, stabil und lassen 
sich damit in ubliche galenische Zubereitungen einarbeiten. 

Die Erfindung umfaRt weiterhin offensichtiich chemische Aquivalente der 
Verbindungen der Formel I die einen geringfugigen chemischen Unterschied 
aufweisen, also die gleiche Wirksamkeit haben oder sich unter milden Bedingungen 
in die erfindungsgemafSe Verbindung umwandeln lassen. Zu den genannten 
Aquivalenten gehoren z.B. Ester und Ether sowie Oxidations-, Reduktions- und 
Hydrierungsprodukte der erfindungsgemaften Verbindungen. 

Ester, und Ether Derivate, Oxidations- Hydrierungs- sowie Reduktionsprodukte 
konnen nach in der Literatur beschriebenen Verfahren, z.B., in „Advanced Organic 
Synthesis, 4 th Edition, J. March, John Wiley & sons., 1992, hergestellt werden. 

Die vorliegende Erfindung umfaftt alien stereoisomeren Formen der Verbindungen 
der Formel I bis X. In den Verbindungen der Formel I bis X enthaltene 
Asymmetriezentren konnen alle unabhangig voneinander die S-Konfiguration oder 
die R-Konfiguration aufweisen. Zur Erfindung gehoren alle mdglichen Enantiomeren 
und Diastereomeren, ebenso Mischungen von zwei oder mehr stereoisomeren 
Formen, zum Beispiel Mischungen von Enantiomeren und/oder Diastereomeren, in 
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alien Verhaltnissen. Enantiomere sind also in enantiomerenreiner Form, sowohl als 
linksdrehende als auch als rechtsdrehende Antipoden, R- und S-Konfigurationen, in 
Form von Racematen und in Form von Mischungen der beiden Enantiomeren in 
alien Verhaltnissen Gegenstand der Erfindung. Bei Vorliegen einer cis/trans- 
Isomerie sind sowohl die cis-Form als auch die trans-Form und Gemische dieser 
Formen in alien Verhaltnissen Gegenstand der Erfindung. 

Aufgrund ihrer wertvollen pharmakologischen Eigenschaften eignen sich die 
erfindungsgemaSen Verbindungen zur Anwendung als Arzneimittel in der Human- 
und/oder Tiermedizin. Sie hemmen Lipasen und besitzen zur Behandlung von Stoff- 
wechselerkrankungen, die ihre Ursache in der Storung des Lipidstoffwechsels 
haben, gunstige Eigenschaften. Die erfindungsgemalien Verbindungen der 
allgemeinen Formel I besitzen eine uberraschende hemmende Wirkung an der 
hormonsensitiven Lipase, HSL, einem allosterischen Enzym in Adipozyten, das 
durch Insulin gehemmt wird und fur den Abbau von Fetten in Fettzellen und damit 
fur die Uberfuhrung von Fettbestandteilen in die Blutbahn verantwortlich ist. Eine 
Hemmung dieses Enzyms entspricht also einer insulinahnlichen Wirkung der 
erfindungsgema&en Verbindungen, die letztlich zu einer Verminderung von freien 
Fettsauren im Blut und von Blutzucker fuhrt. Sie konnen also eingesetzt werden bei 
Entgleisungen des Stoffwechsels wie zum Beispiel beim nicht insulinabhangigen 
Diabetes mellitus, beim diabetischen Syndrom und bei direkter Schadigung des 
Pankreas. 

Die Erfindung betrifft somit pharmazeutische Zubereitungen, die eine oder mehrere 
der erfindungsgemaSen Cyclipostine und/oder chemische Aquivalente davon 
enthalten. Bevorzugt ist die Verwendung in Mischung mit geeigneten Hilfsstoffen 
Oder Tragermaterial. Als Tragermaterial konnen beim Menschen alle 
pharmakologisch vertraglichen Tragermaterialien und/oder Hilfsstoffe verwendet 
werden. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines 
erfindungsgema(3»en Arzneimittels, das dadurch gekennzeichnet ist, daS man 
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mindestens eine der erfindungsgemaften Verbindungen mit einem 
pharmazeutisch geeigneten und physiologisch vertraglichen Trager und 
gegebenenfalls weiteren geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine 
geeignete Darreichungsform bringt. 

Die erfindungsgemaBen Arzneimittel werden im allgemeinen oral, lokal oder 
parenteral verabreicht, aber auch eine rektale Anwendung ist prinzipiell moglich. 
Geeignete feste oder flussige galenische Zubereitungsformen sind beispielsweise 
Granulate, Pulver, Tabletten, Dragees, (Mikro-)Kapseln, Zapfchen, Sirupe, 
Emulsionen, Suspensionen, Aerosole, Tropfen oder injizierbare Losungen in 
Ampullenform sowie Praparate mit protrahierter Wirkstoff-Freigabe, bei deren 
Herstellung ublicherweise Tragerstoffe und Zusatze und/oder Hilfsmittel wie Spreng- 
, Binde-, Uberzugs-, Quellungs-, Gleit- oder Schmiermittel, Geschmacksstoffe, 
SuGungsmittel oder Losungsvermittler Verwendung finden. Als haufig verwendete 
Trager- oder Hilfsstoffe seien z.B. Magnesiumcarbonat, Titandioxid, Laktose, Mannit 
und andere Zucker, Talkum, MicheiweiS, Gelatine, Starke, Vitamine, Cellulose und 
ihre Derivate, tierische oder pflanzliche Ole, Polyethylenglykole und Losungsmittel, 
wie etwa steriles Wasser, Alkohole, Glycerin und mehrwertige Alkohole genannt. 

Gegebenenfalls kdnnen die Dosierungseinheiten fur die orale Verabreichung 
mikroverkapselt werden, urn die Abgabe zu verzogern oder Liber einen langeren 
Zeitraum auszudehnen, wie beispielsweise durch Uberziehen oder Einbetten des 
Wirkstoffs in Teilchenform in geeignete Polymere, Wachse oder dergleichen. 

Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Praparate in Dosierungseinheiten 
hergestellt und verabreicht, wobei jede Einheit als aktiven Bestandteil eine 
bestimmte Dosis einer oder mehrerer Verbindungen der erfindungsgemalien 
Cyclipostine und/oder chemische Derivate davon enthalt. Bei festen 
Dosierungseinheiten wie Tabletten, Kapseln und Suppositorien kann diese Dosis bis 
zu etwa 200 mg, bevorzugt jedoch etwa 0,1 bis 100 mg, und bei Injektionsiosungen 
in Ampullenform bis zu etwa 200 mg, vorzugsweise aber etwa 0,1 bis 100 mg, pro 
Tag betragen. 
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Die zu verabreichende Tagesdosis ist abhangig vom Korpergewicht, Alter, 
Geschlecht und Zustand des Saugers. Unter Umstanden konnen jedoch auch 
hohere oder niedrigere Tagesdosen angebracht sein. Die Verabreichung der 
Tagesdosis kann sowohl durch Einmalgabe in Form einer einzelnen 
Dosierungseinheit oder aber in mehreren kleineren Dosierungseinheiten als auch 
durch Mehrfachgabe unterteilter Dosen in bestimmten Intervallen erfolgen. 
Die Erfindung betrifft auch pharmazeutische Zubereitungen, die eine oder mehrere 
der erfindungsgemafSen Cyclipostine und/oder chemische Derivate davon enthalten. 
Bevorzugt ist die Verwendung in Mischung mit geeigneten Hilfsstoffen oder 
Tragermaterial. Als Tragermaterial konnen beim Menschen alle pharmakologisch 
vertraglichen Tragermaterialien und/oder Hilfsstoffe verwendet werden. 

Die Wirkung der erfindungsgemaften Verbindungen der Formel I wurde an 
folgendem Enzymtestsytem gepruft: 

Enzympraparation: 

Preparation der partiell gereinigten HSL: 
Isolierte Rattenfettzellen werden aus Nebenhodenfettgewebe von nicht-behandelten 
mannlichen Ratten (Wistar, 220-250 g) durch Kollagenasebehandlung gemafi 
publizierter Verfahren gewonnen (z.B. S. Nilsson etal., Anal. Biochem. 158, 1986, 
399-407; G. Fredrikson et al., J. Biol. Chem. 256, 1981, 6311 -6320; H. Tornquist 
etal., J. Biol. Chem. 251, 1976, 813-819). Die Fettzellen aus 10 Ratten werden 
dreimal durch Flotation mit jeweils 50 ml Homogenisationspuffer (25 ml Tris/HCI, pH 
7.4, 0.25 M Sucrose, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 pg/ml Leupeptin, 10 pg/mi 
Antipain, 20 pg/ml Pepstatin) gewaschen und schlieSlich in 10 ml 
Homogenisationspuffer aufgenommen. Die Fettzellen werden im Teflon-in-Glas 
Homogenisator (Braun-Melsungen) durch 10 Hube bei 1500 rpm und 15°C 
homogenisiert. Das Homogenisat wird zentrifugiert (Son/all SM24-Rohrchen, 5000 
rpm, 10 min, 4°C). Der Unterstand zwischen der oben liegenden Fettschicht und 
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dem Pellet wird abgenommen und die Zentrifugation wiederholt. Der daraus 
resultierende Unterstand wird erneut zentrifugiert (Sorvall SM24-R6hrchen, 20000 
rpm, 45 min, 4°C). Der Unterstand wird abgenommen und mit 1 g Heparin- 
Sepharose (Pharmacia-Biotech, CL-6B, 5 x gewaschen mit 25 mM Tris/HCI, pH 7.4, 
5 1 50 mM NaCI) versetzt. Nach Inkubation fur 60 min bei 4°C (in Intervallen von 1 5 
min aufschutteln) wird der Ansatz zentrifugiert (Sorvall SM24-R6hrchen, 3000 rpm, 
1 0 min, 4°C). Der Uberstand wird durch Zugabe von Eisessig auf pH 5.2 gebracht 
und 30 min bei 4°C inkubiert. Die Prazipitate werden durch Zentrifugation (Sorvall 
SS34, 12000 rpm, 10 min, 4°C) gesammelt und in 2.5 ml 20 mM Tris/HCI, pH 7.0, 1 

10 mM EDTA, 65 mM NaCI, 13 % sucrose, 1 mM DTT, 10 pg/ml 

Leupeptin/Pepstatin/Antipain suspendiert. Die Suspension wird uber Nacht bei 4°C 
gegen 25 mM Tris/HCI, pH 7.4, 50 % Glyzerin, 1 mM DTT, 10 pg/ml Leupeptin, 
Pepstatin, Antipain dialysiert und dann auf eine Hydroxiapatit-Saule aufgetragen 
(0.1 g pro 1 ml Suspension, aquilibriert mit 10 mM Kaliumphosphat, pH 7.0, 30 % 

15 Glyzerin, 1 mM DTT). Die Saule wird mit vier Volumina Aquilibrierungspuffer bei 
einer FluSrate von 20 bis 30 ml/h gewaschen. Die HSL wird mit einem Volumen 
Aquilibrierungspuffer, der 0.5 M Kaliumphosphat enthalt, eluiert, sodann dialysiert 
(s.o.) und 5- bis 10-fach konzentriert durch Ultrafiltration (Amicon Diaflo PM 10 Filter) 
bei 4°C. Die partiell gereinigte HSL kann 4 bis 6 Wochen bei -70°C aufbewahrt 

20 werden. 

Assay: 

£ Fur die Herstellung des Substrats werden 25-50 pCi [ 3 H]Trioleoylglycerin (in Toluol), 
6.8 pMol unmarkiertes Trioleoylglycerin und 0.6 mg Phospholipide 

25 (Phosphatidylcholin/Phosphatidylinositol 3:1 w/v) gemischt, uber N 2 getrocknet und 
dann in 2 ml 0.1 M KPj (pH 7.0) durch Ultraschallbehandlung (Branson 250, 
Mikrospitze, Einstellung 1-2, 2x1 min im 1-min Intervall) aufgenommen. Nach 
Zugabe von 1 ml KP, und erneuter Ultraschallbehandlung (4 x 30 sec auf Eis in 30- 
sec Intervallen) wird 1 ml 20% BSA (in KP,) hinzugefugt (Endkonzentration 

30 Trioleoylglyzerin 1.7 mM). Fur die Reaktion werden 100 pi Substratlosung zu 100 pi 
HSL-L6sung (HSL prapariert wie oben, verdunnt in 20 mM KP„ pH 7.0, 1 mM EDTA, 
1 mM DTT, 0.02% BSA, 20 pg/ml Pepstatin, 10 pg/ml Leupeptin) pipettiert und fur 
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30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 3.25 ml Methanol/Chloroform/Heptan 
(10:9:7) und von 1.05 ml 0.1 M K 2 C0 3f 0.1 M Borsaure (pH 10.5) wird gut gemischt 
und schlieftlich zentrifugiert (800 x g, 20 min). Nach Phasentrennung wird ein 
Aquivalent der oberen Phase (1 ml) abgenommen und die Radioaktivitat durch 
5 Flussigszintillationsmessung bestimmt. 
Auswertung: 

Substanzen werden ublicherweise in vier unabhangigen Ansatzen gepruft. Die 
Hemmung der enzymatischen Aktivitat der HSL durch eine Testsubstanz wird durch 
den Vergleich mit einer nicht-gehemmten Kontrollreaktion bestimmt. Die 
10 Berechnung des IC 50 -Wertes erfolgt uber eine Hemmkurve mit mind. 10 
Konzentrationen der Testsubstanz. Fur die Analyse der Daten wird das 
Softwarepaket GRAPHIT, Elsevier-BIOSOFT , benutzt 
In diesem Test zeigten die Verbindungen die folgende Wirkung: 
Das Cyclipostin A hemmt die Lipolyse in Ratten-Adipozyten mit IC 50 = ~ 0.5 (jM, 

15 

Die Cyclipostine P und P 2 inhibieren gleichermaSen die humane hormonsensitive 
Lipase (HSL) mit Trioleylglycerol als Substrat: IC 50 = - 0.1 (jM. 

Die Cyclipostine hemmen sowohl die hormonsensitive Lipase (HSL), als auch die 
20 Mono-Acyl-Glycerin - Lipase des Rattenextraktes in submikromolaren 
Konzentrationen. 

In den sich anschlieSenden Beispielen wird die Erfindung weiter eriautert 
Prozentangaben beziehen sich auf das Gewicht. Mischungsverhaltnisse bei 
25 Flussigkeiten beziehen sich auf das Volumen, wenn keine anderen Angaben 
gemacht wurden. 

Beispiele 

30 Beispiel 1 

Herstellung einer Glycerinkultur von Streptomyces species HAG 004107, DSM 
13381. 
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100 ml Nahrlosung (Malzextrakt 2,0%, Hefeextract 0,2 %, Glucose 1,0 % 
(NH 4 ) 2 HP0 4 0,05 %, pH 6,0) in einem sterilen 300 ml Erlenmeyerkolben werden mit 
dem Stamm Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, beimpft und 7 Tage 
bei 28° C und 180 UpM auf einer rotierenden Schuttelmaschine inkubiert. 1,5 ml 
dieser Kultur werden anschlieftend mit 1,5 ml 99 %igem Glycerin verdunnt und bei - 
20° C gelagert. 

Beispiel 2 

Herstellung einer Vorkultur im Erlenmeyerkolben von Streptomyces species HAG 
004107, DSM 13381, 

Ein steriler 300 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml der folgende Nahrlosung: 15 g/l 
Glucose, 15 g/l Sojamehl , 5 g/l Cornsteep, 2 g/l CaC0 3 und 5 g/l NaCI wird mit 
einer auf einem Schragrohrchen (gleiche Nahrlosung, jedoch mit 2 % Agar) 
gewachsenen Kultur oder mit 1 ml einer Glycerinkultur (s. Beispiel 1) beimpft und 
auf einer Schuttelmaschine bei 180 UpM und 28 °C inkubiert. Zum Animpfen von 10 
und 200 I Fermentern genugt eine 48 bis 96 Std. alte Submerskultur (Animpfmenge 
ca. 10 %) aus der gleichen Nahrlosung. 

Beispiel 3 

Herstellung einer Kultur im Erlenmeyerkolben von Streptomyces species HAG 
004107, DSM 13381. 

Sterile 300 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml derfolgenden Nahrlosung: 

20 g/l Hundehaferflocken 

2.5 ml Spurenelement-Losung 
werden mit 10% Animpfmenge aus der Vorkultur (Beispiel 2) beimpft und auf einer 
Schuttelmaschine bei 180 UpM und 28° C inkubiert. Die Kultur kann nach zwei 
Tagen zur Gewinnung von der Cyclipostine oder zum Animpfen von Fermentern 
verwendet werden. Die Spurenelement-Losung hat folgende Zusammensetzung: 
3 g/l CaCI 2 x 2H 2 0 

1 g/l Fe(lll)-Citrat; 
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0.2 g/l MnS0 4 x H 2 0; 
0.1 g/l ZnCI 2 ; 
0.025 g/l CuS0 4 x 5H 2 0, 
0.02 g/l Na-Tetraborat 
0.004 g/l CoCI 2 x 6H z O 
0.01 g/l Na-Molybdat. 

Beispiel 4 

Herstellung der Cyclipostine der Formeln II bis VII. 

Ein 200 I Fermenter wird mit 90 Liter Nahrlosung unter folgenden Bedingungen 
betrieben: 

Nahrmedium: 20 g/l Haferflocken in Wasser; 

2.5 ml/l Spurenelement. 
pH 7.8 (vor der Sterilisation) 
Die Nahrlosung wird 30 Minuten lang hitzesterilisiert und nach dem Abkuhlen 5% 
des Volumens mit Impfmaterial, gewonnen nach Beispiel 3 beimpft. 
Spurenelement-Ldsung: 3 g/l CaCI 2 x 2H 2 0 

1 g/l Fe(lll)-Citrat; 

0.2 g/l MnS0 4 x H 2 0; 

0.1 g/l ZnCI 2 ; 

0.025 g/l CuS0 4 x 5H z O, 

0.02 g/l Na-Tetraborat 

0.004 g/l CoCI 2 x 6H 2 0 

0.01 g/l Na-Molybdat. 

Prozessdauer: 72 Stunden 

Inkubationstemperatur: 28° C 

Ruhrergeschwindigkeit: 90 UpM 

Beluftung: 6 m 3 Luft pro Stunde, 



25 

Der Fermentation wird ohne Zugabe von Antischaummittel durchgefuhrt. Das 
Produktionsmaximum wird nach ca. 40 bis 76 Stunden erreicht. 



Beispiel 5 

Herstellung der Cyclipostine VIII und IX. 



Ein 200 I Fermenter wird 100 I Fullung unter folgenden Bedingungen betrieben: 



10 
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Nahrmedium: 



Prozessdauer: 
Inkubationstemperatur: 
Ruhrergeschwindigkeit: 
Beluftung: 



5 g/l Glucose; 
20 g/l Glycerin; 
20 g/l Sojamehl; 

5 g/l Hefeextrakt; 

3 g/l NaCI; 

2.5 ml/l Spurenelement-Losung 
pH 7.0 (vor der Sterilisation) 

72 Stunden, 

27° C, 

65 UpM, 

6 m 3 Luft pro Stunde. 



20 Die Fermentation wird ohne Zugabe von Mitteln zur Unterdruckung der 

Schaumbildung durchgefuhrt. Das Produktionsmaximum wird nach ca. 48 Stunden 
erreicht. 

^ Beispiel 6 

25 Isolierung des Cyclipostin-Gemisches aus der Kulturlosung des Streptomyces 
species HAG 004107, DSM 13381. 



Nach Beendigung der Fermentation von Streptomyces species HAG 004107, DSM 
13381, werden 100 Liter Kulturbruhe des Fermenters, gewonnen nach Beispiel 3, 
30 unter Zusatz von ca. 2 % Filterhilfsmittel (z.B. Celite®) filthert und die Zellmasse (10 
Liter) mit 40 Liter Methanol extrahiert. Die Wirkstoffhaltige, methanolische Ldsung 
wird durch Filtration vom Mycel befreit und im Vakuum konzentriert. Das Konzentrat 
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wird auf eine vorbereitete, 7 Liter ®MCI GEL, CHP20P-Saule aufgetragen. Eluiert 
wird mit einem Gradienten von Wasser nach Propanol-2. Der Saulendurchfluft (20 
Liter pro Stunde) wird fraktioniert aufgefangen (je 10 Liter) und die Cyclipostine 
enthaltenden Fraktionen (19 bis 21)jeweils im Vakuum konzentriert. Mittels HPLC 
5 werden die Fraktionen untersucht (siehe Beispiel 7). Die Fraktion 19 beinhaltet das 
Cyclipostin A bis E sowie deren Isomere, die Fraktion 20 das Cyclipostin F und 
Isomere hiervon, die Fraktion 21 die Inhibitoren Cyclipostin P, P 2 und Q sowie ihre 
Isomere. 

10 Beispiel 7 

HPLC-Analyse der Cyclipostine 

^ Die Hochdruck-flussigkeits-chromatographische (HPLC) - Analyse der Cyclipostine 
wird in einer HP 1100®-Anlage mit YMC-Pack Pro C18® - Saulen [AS-303, 250 x 4.6 

15 mm, S-5 pm, 120 A°] durchgefuhrt. Der Durchfluft betragt 1 ml/Minute, die Saulen- 
temperatur 40° C. Es wird ein Gradient von 0.05% Trifluoressigsaure nach 
Acetonitril verwendet. 100% Acetonitril werden als Eluent nach 11 Minuten erreicht 
und anschlieftend wird mit diesem Losungsmittel gleichbleibend (isokratisch) weiter 
eluiert. Die Detektion erfolgt durch Messen der Ultraviolett-Absorption bei 210 nm. 

20 Mit dieser Vorgehensweise haben die cyclipostine folgende Retentionszeiten: 



Cyclipostin A 
Cyclipostin A 2 
Cyclipostin F 



12.7 Minuten 



12.6 Minuten 



• 



13.1 Minuten 



Cyclipostin P 
Cyclipostin P 2 



17.7 Minuten 



17.3 Minuten. 



Beispiel 8 

Darstellung von reinem Cyclipostin A und A 2. 
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Die Fraktion 19, erhalten nach Beispiel 6, wird im Vakuum eingeengt und 1 g des 
Konzentrates, gelost in Wasser-Methanol (1:1), auf eine Nucleoprep 100-5 C 18 AB® 
Saule (21 x 250mm) aufgetragen. Eluiert wird mit einem Gradienten von 50% 
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Acetonitril in 0.01% Trifluoressigsaure nach 100% Acetonitril. Der Durchfluft betragt 
50 ml/Minute. Der Saulendurchflufi wird mit der Messung der Lichtabsorption bei 
210 nm sowie durch Testen der Lipase-hemmenden Eigenschaften kontrolliert. Es 
werden Fraktionen je 60 ml abgenommen. In den Fraktionen 34 und 35 befindet sich 
5 das Cyclipostin A, in den Fraktionen 41 bis 44 das Cyclipostin A 2. Diese Fraktionen 
werden jeweils zusammengefafit, im Vakuum eingeengt und nacheinander uber 
eine SP 250/10 Nucleosil 100-5 C18 HD^ - Saule aufgetrennt. Als Gradient wurde 
50% bis 66% Acetonitril in 0.01% Trifluoressigsaure gewahlt, der pH-Wert der 
Losungen wurde mit einem Tropfen Ammoniumhydroxyd-Losung auf 4.0 gestellt. 
10 Die Fraktionen, die reine Verbindungen enthielten, wurden jeweils zusammengefafit 
und gefriergetrocknet. Sie ergaben 5.4 mg reines Cyclipostin A als eine wachsartige 
Substanz und 3 mg Cyclipostin A 2 als Ol. 

m 

Beispiel 9 

15 Charakterisierung des Cyclipostin A. 

Aussehen: in Sauerstoff enthaltenden organischen Losungsmitteln losliche, jedoch 
in Wasser und Petrolether nur wenig losliche, neutrale, farblose, wachsartige 
Substanz. 

20 UV-Maximum: 228 nm in Methanol. 
IR-Banden: cm" 1 . 

Durch hochauflosende FAB-Massenspektrometrie mit einer Nitrobenzylalkohol/LiCI- 
^ Matrix wird folgendes Molekulargewicht gefunden: 467.2757 amu, entsprechen der 

Summenformel fur das Cyclipostinin A- Li von C 23 H 41 O r PLi. Daraus ergibt sich eine 
25 Summenformel fur das Cyclipostin A von C 23 H 41 0 7 P, Molekulargewicht: 460. 

Durch Elektronenspray Massenspektrometrie wird im positivem lonisations-Modus 
(ESI, positiv) ein Peak bei 461 amu, entsprechend (M + H) + gefunden; daruber 
hinaus der charakteristische Peak bei 221 amu, entsprechend C 7 H 10 O 6 P. Im ESI- 
negatjv - Modus findet man 459 amu (M - H)', 337 amu (C 16 H 34 0 5 P) und 219 amu 
30 (C 7 H 8 O e P). Zur Bestimmung der Position der Alkohol-Gruppe wird mit N-Methyl-N- 
trimethylsilyl-trifluoracetamid derivatisiert und die Probe mit Elekronen-lonisations - 
Massenspektrometrie untersucht. Es entsteht das Trimethylsilyl - Derivat: 

pSi(CH 3 ) 3 
OSi(CH 3 ) 3 

OSi(CH ) 
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der Masse 554 amu. Die Position der silylierten Hydroxygruppe wird durch die 
intensiven lonen bei 497 amu (a-Spaltung) und 159 amu (a-Spaltung) angezeigt. 
NMR-Signale: siehe Tabelle 1 . 



29 

Tabelle 1: 1 H- und 13 C- chemische Verschiebungen von Cyclipostin A in Methanol-d 4 
bei 300K 





'H 


13 C 


1 




171.08 (1.4 Hz) b) 


2 




114.61 (3.4 Hz) b) 


3 


3.87 


40.75 


4 


4.46/3.86 


66.04 


5 


4.31/4.25 


69.39 (6.0 Hz) b) 


6 


~ 


161.47 (8.0 Hz) b) 


7 


2.40 


17.89 (4.6 Hz) b) 


r 


4.25 


71.61 (6.6 Hz) b) 


2' 


1.73 


31.16 (6.6 Hz) b) 


3' 


1.41 


26.39 


n' 


3.49 


72.45 


n±1 


1.46-1.33 


38.44, 38.15 


4'-14' (a) 


1.37-1.26 


30.85-30.58 


15' 


1.34 


23.84 


16' 


0.91 


14.43 



a) AuGer n und n±1 . 

b) In Klammern sind die 13 C/ 31 P-Kopplungskonstanten angegeben. 
Beispiel 10 

Charakterisierung des Cyclipostin B. 

Cyclipostin B wird wie im Beispiel 8 fur Cyclipostin A beschrieben, durch mehrfache 
Wiederholung der chromatographischen Schritte isoliert und wie im Beispiel 9 
Charakterisiert. 

Aussehen: in Sauerstoff enthaltenden organischen Ldsungsmitteln losliche, jedoch 
in Wasser und Petrolether nur wenig losliche, neutrale, farblose, wachsartige 
Substanz. 
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UV-Maximum: 228 nm in Methanol. 

Durch Elektronenspray Massenspektrometrie wird im positivem lonisations-Modus 
(ESI, positiv) ein Peak bei 461 amu, entsprechend (M + H) + gefunden; daruber 
hinaus der charakteristischen Peak bei 221 amu, entsprechend C 7 H 10 O 6 P. Im ESI- 
negativ - Modus findet man 459 amu (M - H)\ 337 amu (C 16 H 34 0 5 P) und 219 amu 
(C 7 H 3 0 6 P). Zur Bestimmung der Position der Alkohol-Gruppe wird mit N-Methyl-N- 
trimethylsilyl-trifluoracetamid derivatisiert und die Probe mit Elekronen-lonisations - 
Massenspektrometrie untersucht. Es entsteht das Trimethylsilyl - Derivat der Masse 
554 amu; 

O OSi(CH 3 ) 3 

D OSi(CH 3 ) 3 

Die Position der silylierten Hydroxygruppe wird durch die intensiven lonen bei 51 1 
amu (a-Spaltung) und 145 amu (a-Spaltung) angezeigt. 

Summenformel des Cyclipostin B: C 23 H 41 0 7 P, Molekulargewicht: 460. 




Beispiel 1 1 

Charakterisierung des Cyclipostin C. 

Cyclipostin C wird wie im Beispiel 8 fur Cyclipostin A beschrieben, durch mehrfache 
wiederholung der chromatographischen Schritte isoliert und wie im Beispiel 9 
Charakterisiert 

Aussehen: in Sauerstoff enthaltenden organischen Losungsmitteln losliche, jedoch 
in Wasser und Petrolether nur wenig losliche, neutrale, farblose, wachsartige 
Substanz. 

UV-Maximum: 228 nm in Methanol. 

Durch Elektronenspray Massenspektrometrie wird im positivem lonisations-Modus 
(ESI, positiv) ein Peak bei 461 amu, entsprechend (M + H) + gefunden; daruber 
hinaus der charakteristischen Peak bei 221 amu, entsprechend C 7 H 10 O 6 P. Im ESI- 
negativ - Modus findet man 459 amu (M - H)\ 337 amu (C 16 H 34 0 5 P) und 219 amu 
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(C 7 H 8 0 6 P). Zur Bestimmung der Position der Alkohol-Gruppe wird mit N-Methyl-N- 
trimethylsilyl-trifluoracetamid derivatisiert und die Probe mit Elekronen-lonisations - 
Massenspektrometrie untersucht. Es entsteht das Trimethylsilyl - Derivat der Masse 
554 amu: 



Die Position der silylierten Hydroxygruppe wird durch die intensieven lonen bei 525 
amu (a-Spaltung) und 131 amu (a-Spaltung) angezeigt. 



10 Summenformel des Cyciipostin C: C 23 H 41 0 7 P, Molekulargewicht: 460. 
Beispiel 12 

Charakterisierung des Cyciipostin F. 

15 Die Fraktion 20, gewonnen nach Beispiel 6, wird wie in Beispiel 8 beschrieben, 
aufgetrennt und das Cyciipostin F durch mehrfache wiederholung der 
chromatographischen Schritte isoliert und wie im Beispiel 9 Charakterisiert. 
Retentionszeit: 13.1 Minuten. 

Aussehen: in Sauerstoff enthaltenden organischen Losungsmitteln losliche, jedoch 
2u in Wasser und Petrolether nur wenig losliche, neutrale, farblose, wachsartige 
Substanz. 

UV-Maximum: 228 nm in Methanol. 

Durch Elektronenspray Massenspektrometrie wird im positivem lonisations-Modus 
(ESI, positiv) ein Peak bei 459 amu, entsprechend (M + H) + gefunden; daruber 
25 hinaus der charakteristischen Peak bei 221 amu, entsprechend C 7 H 10 O 6 P. Im ESI- 

negativ - Modus findet man 457.6 amu (M - H)', 336 amu (C 16 H 32 0 5 P) und 219 amu 
(C 7 H 8 0 6 P), im EI-MS findet man die Masse des Fragmentes von 71 amu (C 4 H y O + ). 
Summenformel des Cyciipostin F: C 23 H 39 0 7 P, Molekulargewicht: 458. 




O OSi(CH0, 
0 OSi(CH 3 ) 3 



OSi(CH 3 ) 3 



5 



M 
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Beispiel 13 

Charakterisierung des Cyclipostin P. 



Die Fraktion 21, gewonnen nach Beispiel 6, wird wie in Beispiel 8 beschrieben, 
5 aufgetrennt und das Cyclipostin P durch mehrfache wiederholung der chromato- 
graphischen Schritte isoliert (14 mg) und wie im Beispiel 9 charakterisiert 
Retentionszeit: 17.7 Minuten. 

Aussehen: in Sauerstoff enthaltenden organischen Losungsmitteln losliche, jedoch 
in Wasser und Petrolether nur wenig losliche, neutrale, farblose, wachsartige 
10 Substanz. 

UV-Maximum: 228 nm in Methanol. 

Durch hochauflosende FAB-Massenspektrometrie miteiner Nitrobenzylalkohol- 
^ Matrix wird folgendes Molekulargewicht gefunden: 445.2717 amu, entsprechen dem 
(M + H) + fur das Cyclipostin P von C 23 H 42 0 6 P. Daraus ergibt sich eine 

15 Summenformel fur das Cyclipostin P von C 23 H 41 0 6 P, Molekulargewicht:444. 

Durch Elektronenspray Massenspektrometrie wird im positivem lonisations-Modus 
(ESI, positiv) ein Peak bei 445 amu, entsprechend (M + H) + gefunden; daruber 
hinaus der charakteristischen Peak bei 221 amu, entsprechend C 7 H 10 O 6 P. Im ESI- 
negativ - Modus findet man 443 amu (M - H)", 321 amu (C 16 H 34 0 4 P) und 219 amu 

20 (C 7 H 8 0 6 P). 




Die NMR-Daten sind in Tabelle 2 wiedergegeben. 

25 
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Tabelle 2. Chemische Verschiebungen von Cyclipostatin P in MeOD bei 300 K. 





1 H 


13Q 


1 


- 


171.08 


2 


- 


114.60 (3.0 Hz) a) 


3 


3.87 


40.74 


4 


4.47/3.85 


66.05 


5 


4.30/4.25 


69.40 (6.0 Hz) a) 


6 


- 


161.47 (8.0 Hz) a) 


7 


2.40 


17.90 (4.6 Hz) a) 


r 


4.24 


71.62 (6.9 Hz) a) 


2' 


1.73 


31.16 (6.3 Hz) a) 


3' 


1.41 


26.38 


4-13' 


1.34-1.29 


30.76-30.11 


14' 


1.34-1.29 


33.07 


15' 


1.31 


23.72 


16' 


0.89 


14.42 



a) In Klammern sind die 13 C/ 31 P-Kopplungskonstanten angegeben. 
Beispiel 14 

Charakterisierung des Cyclipostin P 2. 

Die Fraktion 21, gewonnen nach Beispiel 6, wird wie in Beispiel 8 beschrieben, 
aufgetrennt und das Cyclipostin P 2 durch mehrfache Wiederholung der 
chromatographischen Schritte isoliert (13 mg) und wie im Beispiel 9 charakterisiert. 
Retentionszeit: 17.1 Minuten. 

Aussehen: in Sauerstoff enthaltenden organischen Losungsmitteln losliche, jedoch 
in Wasser und Petrolether nur wenig losliche, neutrale, farblose, olige Substanz. 
UV-Maximum: 228 nm in Methanol. 

Durch hochauflosende FAB-Massenspektrometrie mit einer Nitrobenzylalkohol- 
Matrix wird folgendes Molekulargewicht gefunden: 445.2721 amu, entsprechen dem 
(M + H) + fur das Cyclipostin P von C 23 H 42 0 6 P. Daraus ergibt sich eine 
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Summenformel fur das Cyclipostin P 2 von C 23 H 41 0 6 P, Molekulargewicht 444. 
Durch Elektronenspray Massenspektrometrie wird im positivem lonisations-Modus 
(ESI, positiv) ein Peak bei 445 amu, entsprechend (M + H) + gefunden; dartiber 
hinaus der charakteristischen Peak bei 221 amu, entsprechend C 7 H 10 O 6 P. Im ESI- 
negativ - Modus findet man 443 amu (M - H)\ 321 amu (C 16 H 34 0 4 P) und 219 amu 
(C 7 H 8 O e P). 




Die NMR-Daten des Cyclipostin P 2 sind in Tabelle 3 wiedergegeben. 

Tabelle 3 Chemische Verschiebungen von Cyclipostin P 2 in CD 3 OD bei 300 K. 
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1 H 


13 C 


1 


- 


171.05 


2 


- 


114.60 (3.2 Hz) a) 


3 


3.87 


40.74 


4 


4.46/3.85 


66.02 


5 


4.30/4.25 


69.38 (6.0 Hz) a> 


6 


- 


161.46 (8.0 Hz) a) 


7 


2.40 


17.90 (4.6 Hz) a) 


r 


4.24 


71.60 (6.9 Hz) a) 


2' 


1.73 


31.16 (6.3 Hz) a) 


3' 


1.41 


26.39 


4'-ir 


1.34-1.29 


31.04-30.11 


12' 


1.29 


28.53 


13' 


1.17 


40.25 


14' 


1.52 


29.15 


15', 16' 


0.87 


23.04 



a) In Klammern sind die 13 C/ 31 P-Kopplungskonstanten angegeben. 
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Anspruche: 

1. Verbindung der allgemeinen Formel I 

R 2 

5 

worin 

R 1 fur 

1 . eine Kohlenstoff-Kette mit 2 bis 30 C - Atomen, die geradkettig, verzweigt, 
# gesattigt oder ungesattigt, carbo- oder heterocyclisch sein kann und worin die 

1 o Kohlenstoff-Kette gegebenenfalls ein- oder zweifach substituiert ist durch 

1.1 -OH, 

1.2 =0, 

1 3 -O-C^Ce-AIkyl, worin Alkyl gerade oder verzweigt ist, 
1 4 -0-C 2 -C 6 -Alkenyl, worin Aikenyl gerade oder verzweigt ist, 
15 1.5 -C 1 -C 6 -Aikyl, worin Alkyl gerade oder verzweigt ist, 

1.6 -Aryl, 

1 .7 -C r C 6 -Alkylbenzol, 

1.8 - Diphenyl, 

1 g -NH-C^Ce-Alkyl, worin Alkyl gerade oder verzweigt ist, 
2^ 1.10 -NH-C 2 -C 6 -Alkenyl, worin Aikenyl gerade oder verzweigt ist, 

1.11 -NH 2 , 

1.12 =S, 

1.13 -S-C r C 6 -Alkyl, worin Alkyl gerade oder verzweigt ist, 

1.14 -S-C 2 -C 6 -Alkenyl, worin Aikenyl gerade oder verzweigt ist, oder 
25 1.15 Halogen, 

worin die Substituenten 1.1 bis 1.15 auch noch substituiert sein konnen, 
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2.0 - [-Aryl-(CH 2 ) n ] m , worin [-Aryl-(CH 2 ) n ] m unsubstituiert oder ein- oder zweifach 
wie unter 1.1 bis 1.15 beschrieben substituiert ist und n sowie m unabhangig 
voneinander ganze Zahlen Null, 1 , 2 oder 3 bedeuten, steht; 

5 R 2 fur 

1 .0 C r C 6 -Alkyl, worin Alkyl unsubstituiert oder ein- oder zweifach wie unter 1.1 

bis 1.15 beschrieben substituiert ist, 
2.0 C 2 -C 6 -AIkenyl, worin Alkenyl unsubstituiert oder ein- oder zweifach wie unter 
1.1 bis 1.15 beschrieben substituiert ist, 
1 0 3.0 C 2 -C 6 -Alkinyi, worin Alkinyl unsubstituiert oder ein- oder zweifach wie unter 
1.1 bis 1.15 beschrieben substituiert ist , steht, 

6 E fur Phosphor- (P) oder Schwefel- (S) Atom steht, 

15 X v X 2 und X 3 unabhangig voneinander fur 

1.0 -0-, 

2.0 -NH-, 

3.0 -N= 

4.0 -S-, oder 
20 5.0 -CH 2 - stehen, 

in alien ihren stereochemischen Formen und Gemische dieser Formen in jedem 
^ Verhaltnis, sowie deren physiologisch vertraglichen Salzen und chemischen 
Aquivalente. 

25 

2. Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon 
gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG> R 1 fur eine Kohlenstoffkette mit 
10 bis 18 C - Atomen steht T die geradkettig, verzweigt, gesattigt oder ungesattigt, 
30 carbo- oder heterocyciisch oder aromatisch sein kann, worin die Kohlenstoffkette 

unsubstituiert oder ein- oder zweifach wie unter 1.1 bis 1.15 beschrieben substituiert 
ist. 
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3. Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon 
gema(3> Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daE 
R 1 fur 

5 1.0 -(CH 2 ) 15 CH 3l 

2.0 -(CH 2 ) 13 CH(CH 3 ) 2 , 
3.0 -(CH 2 ) 11 CH(OH)(CH 2 ) 3 CH 3 , 
4.0 -(CH 2 ) n CH(OH)CH 2 CH(CH 3 ) 2 , 
5.0 -(CH 2 ) 12 CH(OH)(CH 2 ) 2 CH 3 , 
10 6.0 -(CH 2 ) 13 CH(OH)CH 2 CH 3 , 
7.0 -(CH 2 ) 14 CH(OH)CH 3 , 
8.0 -(CH 2 ) 15 CH 2 (OH), 
ffc 9.0 -(CH 2 ) 16 CH 3 oder 



-(CH 2 ) 12 . 




10.0 

15 



steht. 



4. Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon 

20 gemaG, Anspruch 1 , 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB R 2 fur C^Cg-Alkyl steht. 

5. Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon 
gemaG Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daG R 2 fur -CH 3 oder -CH 2 CH 3 steht. 



25 6. Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon 
gemaG einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, herstellbar indem der 
Mikroorganismus Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381, oder einer 
seiner Varianten oder Mutanten unter geeigneten Bedingungen in einem 
Kulturmedium fermentiert wird, bis sich eine oder mehrere Verbindungen der 
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allgemeinen Formel I in dem Kulturmedium anhaufen und anschlieftend aus dem 
Kulturmedium isoliert und gegebenenfalls in chemische Aquivalente und 
physiologisch vertragiiche Salze uberfuhrt werden. 

5 7. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel I oder ein 

physiologisch vertragliches Salz davon gemafi einem oder mehreren der Anspruche 
1-6, dadurch gekennzeichnet, daft der Mikroorganismus Streptomyces species HAG 
004107, DSM 13381, oder einer seiner Varianten oderMutanten unter geeigneten 
Bedingungen in einem Kulturmedium fermentiert wird, bis sich eine oder mehrere 
10 Verbindungen der allgemeinen Formel I in dem Kulturmedium anhaufen und 
anschlieSend aus dem Kulturmedium isoliert und gegebenenfalls in chemische 
Aquivalente und physiologisch vertragiiche Salze uberfuhrt werden. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft die 

15 Fermentation unter aeroben Bedingunen bei einer Temperatur zwischen 18 und 
35°C und bei einem pH zwischen 6 und 8 durchgefuhrt wird. 

9. Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon 
gemaft einem oder mehreren der Anspruche 1-6 zur Verwendung als Arzneimittel. 

20 

10. Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon 
gemaS einem oder mehreren der Anspruche 1-6 zur Verwendung als Arzneimittel 

£ zur Hemmung von Lipasen. 

25 11. Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon 
gemali einem oder mehreren der Anspruche 1-6 zur Verwendung als 
Antidiabetikum. 

12. Pharmazeutische Zubereitung mit einem Gehalt an mindestens einer 
30 Verbindung der Formel I oder ein physiologisch vertragliches Salz davon gemali 
einem oder mehreren der Anspruche 1-6. 
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13. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen gemaft 
Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, da(3> man mindestens eine Verbindung 
Formel I oder ein vertragliches Salz davon gemaR einem oder mehreren der 
Anspruche 1-6 mit geeigneten Hilfs- und/oder Tragerstoffen in eine geeignete 
Darreichungsform bringt. 



14. Streptomyces species HAG 004107, DSM 13381. 
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Zusammenfassung 

Cyclipostine, und Derivate davon, Verfahren zur Herstellung und Verwendung 
derselben 

5 

Die Erfindung betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel I 



wm worin R\ R 2 , E, X 1f X 2 und X 3 die Bedeutung hierin haben, erhaltlich durch 
10 Kulturvierung von Streptomyces species HAG 004107 (DSM 13381), und deren 
physiologisch vertraglichen Salzen und chemischen Aquivalente. Die Erfindung 
betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung der Cyclipostine, den 
Mikroorganismus HAG 004107 (DSM 13381), die Verwendung der Cyclipostine und 
deren physiologisch vertraglichen Salze und chemischen Aquivalente als 
15 Arzneimittel, insbesondere als Inhibitoren von Lipasen, sowie pharmazeutische 

Zubereitungen mit einem Gehalt von Cyclipostin oderein physiologisch vertragliches 
Salz oder Aquivalent davon. 





